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(54) Title: USE OF CSF-1 INHIBITORS 

00 

O (54) Bezeichnung: VERWENDUNG VON CSF-1 -INHIBITOREN 

(57) Abstract: The invention relates to the use of inhibitors of CSF-1 activity in the production of medicaments for treating tumor 
diseases. 



O 

tels zur Behandlung von Tumorerkrankungen. 



^ (57) Zusammenfassung: Beschrieben wird die Verwendung von Inhibitoren von CSF-1 -Aktivitat zur Herstellung eines Arzneimit- 
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Verwenduna von CSF-l -Inhibitoren 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Inhibitoren der CSF-1- 
Aktivitat . 

Der " Koloniestimulierungsf aktor 1" ("Colony Stimulating Factor 
1"; "CSF-l") ist ein Zytokin, welches in der Lage ist, vor all em 
Makrophagen-Kolonien zu bilden. Nativer CSF-l ist ein glykosy- 
liertes Dimer, wobei im Menschen verschiedene Formen dieses Mo- 
lekuls mit verschiedener Lange und verschiedenem Molekulargewicht 
vorliegen. Beispielsweise ist bekannt, dass die zwei Haupt formen 
von CSF-l mit 224 bzw. 522 Aminosauren durch alternatives Spli- 
cing gebildet werden. Es ist weiters bekannt, dass die Minimal- 
lange dieses Faktors etwa 150 Aminosauren betragt . Weiters kann 
auch CSF-l in verschiedenen Glykosylierungsmustern auftreten, die 
je nach physiologischem Zustand spezifisch oder gewebespezif isch 
sind. 

CSF-l wurde zur Uberwindung von Immunsuppression bei Patienten 
eingesetzt, die beispielsweise durch Chemotherapie bedingt war. 
Weitere Anwendungen betrafen die Behandlung oder Verhinderung von 
bakteriellen, viralen oder Pilzinf ektionen, die Stimulierung von 
weiSen Blutzellen und die Unters tutzung der Wundheilung. 

Weiters wurde CSF-l auch zur Behandlung von Tumor erkrankungen 
verwendet (US 5 725 850) und zwar nicht nur als Unterstiitzung in 
immunsupprimierten Tumorpatienten, sondern zur direkten Abtotung 
von Tumorzellen. Hierbei wurde f estges tellt , dass vor all em Sar- 
koma-Tumorzellen durch Gabe von CSF-l abgetotet werden konnen (US 
5 104 650) . 

Die Antitumorwirkung von CSF-l ist jedoch im Stand der Technik 
nicht unumstritten, so berichten Anderson et al . (Gynecol. Oncol. 
74(2) (1999), 202-207), dass weder CSF-l noch dessen Rezeptor 
eine Rolle in der Pathogenese von uterinaren Sarkomas haben. An- 
dererseits ist bekannt, dass sowohl CSF-l als auch dessen Rezep- 
tor fur endometrische Adenokarzinomas mit der Turmorprogression 
korrelieren. SchlieSlich konnte in CSF-l-def izienten und Makro- 
phagen-def izienten Mausen ein vermindertes Tumorwachs turn bei ei- 
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nem speziellen Tumor (Lewis Lung-Karzinoma) festgestellt werden, 
jedoch starben die CSF-l-def izienten Mause trotz des verminderten 
Tumorwachstums schneller als die Tumor- tragenden Kontrollmause 
(Nowicki et al . , Int. J. Cancer 65 (1996), 112-119). Es wurde 
vermutet, dass diese verminderte Lebenserwartung auch auf die 
massive Nekrosebildung in den CSF-l-def izienten Mausen zuruckzu- 
fiihren war. 

DemgemaE blieb zwar die Rolle von CSF-1 als Antitumormittel 
durchaus umstritten, eine negative Wirkung von CSF-1 auf die Be- 
handlung von Tumoren wurde bislang im Stand der Technik aber 
nicht diskutiert oder fur moglich gehalten. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung eines 
Mittel zur Behandlung von Tumorpatienten, insbesondere unter 
Einbeziehung der Rolle von CSF-1 bei Tumoren. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaS gelost durch die Verwendung 
von Verbindungen, die CSF-l-Aktivitat inhibieren, zur Herstellung 
eines Mittels zur Behandlung von Tumorerkrankungen . Es hat sich 
im Zuge der vorliegenden Erfindung iiberraschenderweise herausge- 
stellt, dass CSF-1 - entgegen den bislang im Stand der Technik 
vorgeschlagenen Wirkungen - selbst keine Antitumorwirkung auf- 
weist, sondern dass das Tumorwachstum durch Gabe von Verbindun- 
gen, die CSF-1 oder dessen Rezeptor inhibieren, verzogert oder 
unterbunden werden kann und dies zu einer erhohten Uberlebensrate 
fuhrt. Es war zwar im Stand der Technik durchaus bekannt, dass 
CSF-1 in einigen Tumoren mit dem Fortschritt des Tumorwachstums 
korreliert, bislang nahm man jedoch an, dass dieser Gehalt an 
CSF-1 und CSF-l-Rezeptor keinen Einfluss auf das Tumorwachstum 
haben wurde, im Gegenteil, man ging im Stand der Technik davon 
aus , dass erhohte CSF-l-Produktion zu einem Ruckgang von Tumoren 
fuhrte. So wird im US-Patent 5 725 850 zwar offenbart, dass er- 
hohte CSF-l-Konzentrationen zu einer Stimulierung von Makropha- 
gen, die Maus-Sarkoma TU5-Zellen abtoteten, herangezogen werden 
kann, es wird aber auch erwahnt, dass diese Aktivitat eigentlich 
nur dann tatsachlich effektiv ist, wenn CSF-1 in Kombination mit 
lnterleukin-2 , IFN-oc, lFN-(3 oder IFN-y angewendet wird. Mogli- 
cherweise konnte daher dieser Sarkoma-Abtotungsef f ekt der im 
Stand der Technik berichtet wird, auf die zusatzlichen Lympho- 
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kine, die mit CSF-1 verabreicht worden sind, zuriickzuf uhren ge- 
wesen sein. 

Im Gegensatz dazu wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung er- 
kannt, dass die Gabe von CSF-1 Oder CSF-l-Rezeptor-inhibierenden 
Substanzen tatsachlich einen Anti tumoref f ekt aufweisen. Dies 
steht im Gegensatz zur bisher im Stand der Technik verbreiteten 
Lehre . 

Der einzige Effekt, der bislang - nach Kenntnis der vorliegenden 
Erfindung - in Richtung eines negativen Effektes von CSF-1 in 
Zusammenhang mit Tumorerkrankungen hindeutet, war bislang ein 
behindertes Tumorwachstum in CSF-l-def izienten Makrophagen-def i- 
zienten Mausen. Hierbei wurde auf die Rolle von CSF-l-abhangigen 
Makrophagen bei der Bildung von Tumors troma hingewiesen (siehe 
Nowicki et al . ) , indem geschlossen wird, dass das LLC-Tumor- 
wachstum in CSF-l-def izienten Mausen nicht durch die Abwesenheit 
von CSF-l-abhangigen Makrophagen erleichtert wird (wie eigentlich 
auf Grund der bislang im Stand der Technik beschriebenen Antitu- 
morwirkung von CSF-1 selbst erwartet hatte werden konnen) . Hier 
wurde weiters auch auf die signif ikanten Anti tumoref f ekte , die 
bei der in vivo-Behandlung von Mausen mit CSF-1 gezeigt werden 
konnten, hingewiesen. Es zeigte sich zwar bei CSF-l-def izienten 
Mausen, denen ein LLC-Tumor eingepflanzt wurde, dass das Tumor- 
wachstum nicht gegeniiber normalen Mausen erhoht war, sondern tat- 
sachlich die def izienten Mause wenig Stromagewebe hatten. Die 
LLC-Tumoren in diesen Tieren waren wesentlich nekrotischer; da- 
rauf wurde auch das reduzierte Wachstum zuruckgef iihrt . Jedenfalls 
starben die CSF-l-def izienten Mause friiher als die Tumor-erkrank- 
ten Kontrollmause . Nowicki et al . hielten zunachst einmal fest, 
dass der LLC-Tumor kein reprasentativer Tumor ist, um die Rolle 
von CSF-1 in der naturlichen Anti tumor- Immuni tat zu belegen. 
Dieser Tumor wurde im Nowicki et al. -Model 1 lediglich deshalb 
verwendet, weil er sowohl in Kontrollmausen als auch in CSF-1- 
Mausen reproduzierbar gewachsen ist. 

Ebenfalls wird von Nowicki et al . f estgehalten, dass die mit CSF- 
1 defizienten Mausen erhaltenen Daten nicht gegen die Hypothese 
sprechen, dass CSF-l-abhangige Makrophagen eine wichtige Rolle in 
der induzierten Antitumorantwort spielen, besonders wenn ein 
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Stimulus mit exogenem CSF-1 erfolgt, wie dies im Stand der Tech- 
nik berichtet worden ist. 

Tatsachlich stellt sich aber im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
heraus , dass nicht die Gabe von CSF-1 selbst eine Ant i tumor ant - 
wort auslost bzw. zur Behandlung von Tumorerkrankungen eingesetzt 
werden kann, sondern eine effiziente Tumorbehandlung durch Inhi- 
bierung von CSF-l-Aktivitat erfolgen kann. 

DemgemaS betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung von 
Inhibitoren von CSF-l-Aktivitat zur Herstellung eines Arzneimit- 
tels zur Behandlung von Tumorerkrankungen. Das erf indungsgemafie 
Mittel zur Behandlung von Tumorerkrankungen, enthaltend Inhibi- 
toren von CSF-l-Aktivitat steht somit im Gegensatz zur vorherr- 
schenden Lehre, in welcher CSF-1 selbst eher ein Anti tumor-ef f ekt 
zugestanden wurde, oder aber zumindest eine neutrale Rolle von 
CSF-1 bei den meisten Tumorerkrankungen vermutet wurde. 

Bei der vorliegenden Erfindung wird in einem Verfahren zur Be- 
handlung von Tumorerkrankungen eine effiziente Dosis von Inhibi- 
toren von CSF-l-Aktivitat an Tumorpatienten verabreicht. 

Die Art und Weise, in welcher die CSF-l-Aktivitat unterbunden 
wird, ist nicht kritisch. Es werden im Stand der Technik eine 
ganze Reihe von CSF-l-Aktivitat-inhibierenden Substanzen be- 
schrieben . 

Die zwei wesentlichen "Stossrichtungen" bei der Inhibierung von 
CSF-l-Aktivitat bilden dabei die Unterdriickung der CSF-l-Aktivi- 
tat selbst und die Unterdriickung der Aktivitat des CSF-l-Rezep- 
tors (siehe US 5 405 772). 

Erf indungsgemaS bevorzugt als Inhibitoren der CSF-l-Aktivitat 
sind dabei neutralisierende Antikorper gegen CSF-1 oder dessen 
Rezeptor. Derartige neutralisierende Antikorper (beschrieben z.B. 
in Weir et al . , J. Bone and Mineral Research 11 (1996), 1474- 
1481) binden CSF-1 oder den CSF-l-Rezeptor derartig, dass eine 
CSF-l-Aktivitat unterbunden wird bzw. nicht wei tergeleitet wird. 

Alternativ dazu kann CSF-l-Aktivitat unter Zuhilfenahme der An- 
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tisense-Technologie unterbunden werden, bei welcher kurze Se- 
quenzen einzelstrangiger Nukleinsauren zur Verhinderung der Ex- 
pression von CSF-1 oder dessen Rezeptor oder einem anderen Teil 
des Signal transduktionsmechanismus der CSF-l-Aktivitat verwendet 
werden. Die Antisense-Technologie ist dem Fachmann gelaufig (z.B. 
in n Ant i sense Technology - A Practical Approach", Lichtenstein 
and Nellen (Eds.), IRL Press, Oxford University Press 1997 und 
"Oligonucleotides as Therapeutic Agents "Ciba Foundation Sympo- 
sium 209, John Wiley & Sons 1997; hierin durch Bezugnahme inklu- 
diert) und ist fur CSF-1 oder den CSF-l-Rezeptor mit jeder ge- 
eigneten Sequenz leicht adaptierbar. 

Sequenzen, die als Ganzes oder als wirksames Fragment bei der 
Antisense-Behandlung in Frage kommen, sind u.a. in den US-Paten- 
ten 4 847 201, 5 792 450, 5 681 719, 5 861 150, 5 104 650 und 
5 72 5 85 0 beschrieben, die hierin durch ausdriickliche Bezugnahme 
eingeschlossen sind. 

Weiters sind auch synthetische Inhibitoren der CSF-l-Aktivitat im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung einsetzbar. 

Die erf indungsgemaSe Inhibierung der CSF-l-Aktivitat eignet sich 
besonders gut zur Hemmung oder Retardierung des Wachs turns von 
soliden Tumoren. 

Die erf indungsgemaSe Methode hat sich als besondere effizient zur 
Behandlung von soliden Tumoren, ausgewahlt aus der Gruppe der 
germinalen Tumore, der epithelialen Tumore und der Adenokarzi- 
nome. Nicht behandelbar sind maligne Erkrankungen des hamatopoe- 
tischen Systems (z.B. Leukamien) . 

Neben den schon erwahnten bevorzugten Inhibierungen der CSF-l- 
Aktivitat durch Neutralisieren der Antikorper oder durch Anti- 
sense-Technologie bzw. durch chemische Inhibitoren und Kompeti- 
toren von CSF-1 oder dessen Rezeptor konnen erf indungsgemaS Zel- 
len oder Zellen des soliden Tumors genetisch so verandert werden, 
dass sie dem Wachstum und der Entwicklung des soliden Tumors ent- 
gegenwirken. Dabei wird mittels gentherapeutischer Methoden die 
Aktivitat von CSF-1 oder die Aktivitat des CSF-l-Rezeptors durch 
die induzierte Expression von genetisch veranderten, insbesondere 
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durch Deletion von zumindest Teilen des Gens fur CSF-1 oder des- 
sen Rezeptors oder einer Mutante derselben inhibiert. 

Besonders bei diesem zellularen Inhibitor, ftir den erf indungsge- 
maS samtliche geeigneten Zelltypen in Frage kommen (ausser Keim- 
bahn-Zellen) , ist das erf indungsgemaS herzustellende Arzneimit- 
tel zur intra tumoral en Verabreichung formuliert, urn direkt am Ort 
des Tumors eingesetzt werden zu konnen . Dies ist auch eine bevor- 
zugte Verabreichungvariante fur die ubrigen Inhibitoren. 

Das erf indungsgemaSe Arzneimittel kann aber auch auf andere Arten 
verabreicht werden, insbesondere topisch, intravenos, intraarte- 
riell, subkutan, intraperitoneal, intrapleural, intrathekal oder 
in Kombination mit kationischen Lipiden. 

Eine besonders bevorzugte Variante der vorliegenden Erfindung 
besteht wie erwahnt in der Verwendung der Antisense-Methode , d.h. 
einem Verfahren, bei welchem bestimmte Bereiche einer mRNA, die 
fur CSF-1 oder dessen Rezeptor kodiert, in umgekehrter Richtung 
vorliegen, eingesetzt werden. DemgemaE kann die erf indungsgemaEe 
Inhibition der CSF-l-Aktivitat auch mit gentherapeutisch expri- 
mierbaren CSF-l-Antisense-Konstrukten herbeigef uhrt werden. 

Diese CSF-l-Antisense-Konstrukte konnen beispielsweise herge- 
stellt werden, indem die folgenden Schritte durchgefiihrt werden: 

a) Amplif izieren von CSF-1 DNA mit PCR 

b) Subklonieren des PCR-Produkts von CSF-1 in einer Antisense- 
Orientierung 

c) Einbau der in Schritt b) E.coli DNA und und 

d) Isolierung des in E.coli vermehrten CSF-l-Antisense-Kon- 
strukts . 

Hiebei werden beim Amplif izieren von CSF-1-DNA mit PCR entweder 
geringe Mengen einer CSF-1 -cDNA oder einer cDNA— Bank unter Zugabe 
von entsprechender Taq-DNA- Po lymer as e amplif iziert . Das Amplif i- 
zierungsprodukt , d.h. das PCR-Produkt von CSF-1, wird in der 
Folge in seiner Antisense-Orientierung in einen Vektor subklo- 
niert, worauf die gewonnene, rekombinante DNA, d.h. die CSF-1- 
Antisense-Sequenz , die in den Vektor kloniert ist, durch Trans- 
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formation in E.coli eingeschleust und vermehrt wird, worauf das 
in E.coli vermehrte C SF- 1 -Ant i s ens e -Rons t rukt , d.h. das Plasmid, 
durch Standardverf ahren aus den bakteriellen Zellen isoliert und 
der weiteren Verwendung zugefuhrt wird. Zur Isolierung kann bei- 
spielsweise das an sich bekannte Verfahren der alkalischen Lyse 
zur Plasmidisolierung eingesetzt werden. Eine nachfolgende Se- 
quenzierung der amplif izierten und klonierten CSF-l-Antisense- 
Konstrukte kann durchgefiihrt werden. Dieses Verfahren zeichnet 
sich durch besondere Einfachheit und Genauigkeit aus und es ist 
mit diesem erfindungsgemafSen Verfahren moglich, rasch und sicher 
hohe Ausbeuten an spezifisch wirkenden CSF-l-Antisense-Konstruk- 
ten zu erhalten. Eine ausfiihrliche Verf ahrensf uhrung kann hiebei 
dadurch beschrieben werden, dass folgende Schritte ausgeftihrt 
werden : 

a) Amplif izieren von CSF-1-DNA mit PCR 

b) Subklonieren des PCR-Produkts von CSF-1 in einer Antisense- 
Orientierung 

c) Vermehrung der in Schritt b) erhaltenen CSF~l-Antisense-cDNA- 
Konstrukte und 

d) Integration in rekombinante virale Trans fervektoren 

e) Vermehrung der in Schritt c) erhaltenen Konstrukte und Ko- 
transfektion dieser gemeinsam mit Adenovirus DNA in Zell- 
kultur zellen 

f) Rekombination der CSF-l-Antisense-cDNA-Konstrukte mit Adeno- 
virus DNA und 

g) Vermehrung der Rekombinanten in Zellkultur zellen 

h) Herstellung und Reinigung der rekombinanten adenoviralen CSF- 
1 - Ant i s ens e-Kons t rukt e 

i) und deren Einsatz in Saugerorganismen (Gentherapie von 
Zellkultur tumor zellen, 

Versuchstieren (Maus, Ratte) , Einsatz bei Tumorpatienten, 
j) Auswahl von CSF-1 Primarsequenzbereichen, die sich zur 

0 1 i gonukl e o t i d- An t i s ens e -Hemmung e i gnen 
k) Herstellung und Modi fikat ion von nukleaseresistenten CSF-1- 

an t i s ens e-01 i gonukl eo t i den 
1) Einsatz dieser in Saugerorganismen (Gentherapie von Zell- 

kulturtumorzellen, Versuchstieren (Maus, Ratte), Einsatz bei 

Tumorpatienten) . 
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Die Amplif izierung von Gesamt-CSF-1 (diese Methode ist selbstver- 
standlich auch 1:1 auf den CSF-l-Rezeptor anwendbar) oder auch 
Teilen desselben kann in bevorzugter Weise mit 3 ' -Primern bzw. 
5'-Primern durchgefuhrt werden, wobei die Primerlange insbeson- 
dere 15 bis 3 0 Nukleotide betragt und fur die Erzielung einer 
besonders sicheren und zielgenauen, insbesondere spezif ischen 
Amplif izierung, bevorzugt folgende 3 ' -Primer 

- ccagccaaga tgtggtgacc aagactgatt (Nukleotide Nr. 641-670) 

- ccaagcagcg gccacccagg agcacctgcc (Nukleotide Nr. 851-880) 

- aggtggaact gacagtgtag agggaattct (Nukleotide Nr. 1751-1780) 

- tgcacaagct gcagttgacg tagctcgag (Nukleotide Nr. 3 911-393 9) 
bzw . 5 ' -Primer 

- catgggtcat ctcggcgcca gagccgctct (Nukleotide Nr. 1-30) 

- agccagctgc cccgtatgac cgcgccgggc (Nukleotide Nr. 91-120) 

- ggagtatcac cgaggaggtg tcggagtact (Nukleotide Nr. 191-22 0) 



e inge s e t z t werden . 



Urn eine besonders exakte und spezifische Amplif izierung zu er- 
reichen, wird das erf indungsgemaSe Verfahren bevorzugt so ge- 
fiihrt, dass die Amplif izierung von CSF-1-DNA mit 20 bis 40 Zyk- 
len, insbesondere 25 bis 35 Zyklen, fur eine Denaturierung, An- 
lagerung und Extension in einer PCR-Maschine durchgefuhrt wird, 
wobei insbesondere eine programmierbare PCR-Maschine aus Griinden 
der Exaktheit der Verf ahrensf iihrung Verwendung findet. Hiebei 
wird erf indungsgemaS die Denaturierung bei 85°C bis 100°C fur 20 
s bis 4 min, insbesondere bei 93°C bis 98°C fur 30 s bis 2 min, 
durchgefuhrt , wodurch eine volls tandige , nahezu 100 %-ige Denatu- 
rierung der Proteinsequenz sicherges tellt wird. Erf indungsgemaS 
bevorzugt erfolgt die Anlagerung bei 30°C bis 70°C fur 30 s bis 4 
min, insbesondere bei 37°C bis 65°C fur 1 min bis 2 min, wobei 
gemaS dieser Verf ahrensf iihrung sicherges tellt werden kann, dass 
die Anlagerung so vollstandig wie moglich durchgefuhrt wird, wo- 
bei aufgrund des breiten Temperatur interval 1 s , in welchem dieses 
Verfahren durchgefuhrt werden kann, insbesondere auch eine ener- 
getisch giinstige Verf ahrensf iihrung erzielt werden kann, da nach 
der Denaturierung fur die Anlagerung die Temperatur nicht wie in 
vielen bekannten Verfahren unbedingt bis auf etwa Korpertempera- 
tur abgesenkt werden muE. SchlieSlich erfolgt bevorzugt die Ex- 



WO 01/30381 PCT/ATOO/00281 

- 9 - 

tension bei 65°C bis 80°C fur 3 0 s bis 6 min, insbesondere bei 
72 °C bis 74°C fiir 1 min bis 4 min, wobei sich insbesondere aus 
der Gesamtheit der Verf ahrensf tihrung in der PCR-Maschine ergibt, 
da£ trotz der Vielzahl von zur Erreichung eines vollstandig und 
spezifisch amplif izierten Gesamt-CSF-1 oder Teilen desselben die 
Verf ahrensdauer relativ kurz gehalten werden kann. 

Zur weiteren Vereinf achung, insbesondere Vervollstandigung der 
Verf ahrensf uhrung wird erf indungsgemaS vor den Zyklen zur Dena- 
turierung, Anlagerung und Extension bzw. nach denselben das Ver- 
fahren bevorzugt so gefuhrt, dass zu Beginn der Amplif izierung 
ein zusatzlicher Dena tur i erungs s chr i 1 1 bei ca. 9 5°C fiir ca. 2 min 
und am Ende der Amplif izierung eine abschlieSende Extension bei 
72 °C bis 74 °C fur ca . 5 bis 10 min durchgefiihrt wird. Durch diese 
zusatzliche Denaturierung zu Reaktionsbeginn wird bereits ein 
groSer Prozentsatz der Proteine vor Durchfuhrung der Verfahrens- 
zyklen denaturiert, was insbesondere in den ersten Verfahrens- 
zyklen zu vollstandigerem Umsatz f lihrt . SchlieSlich hat sich he- 
rausgestellt , dass durch den Einsatz einer abschlieSenden Exten- 
sion die Produktausbeute weiter gesteigert werden kann. 

Zur Subklonierung der als PCR-Produkt von CSF-1 synthetisierten 
cDNA wird vorzugsweise so vorgegangen, dass die als PCR-Produkt 
von CSF-1 synthetisierte cDNA in einen Plasmidvektor , insbeson- 
dere pCRII, subkloniert und in die MCS des pCRII-Vektors durch 
Inkubieren fiir 1 bis 24 h bei 4°C bis 25 °C integriert wird. Hie- 
bei erfolgt erst eine Subklonierung in einen Plasmidvektor, wobei 
sich hier bevorzugt der bekannte Vektor pCRII als geeignet erwie- 
sen hat, welcher beispielsweise von der Firma InVitrogen kauflich 
erworben werden kann. Die Integrierung der cDNA in die MCS, d.h. 
die Multiple Cloning Site (mehrfache Klonierungss telle) des Vek- 
tors pCRII erfolgt durch mildes Inkubieren gemaS den verschie- 
densten bekannten Inkubierungsverf ahren, wobei sich herausge- 
stellt hat, dass ein molares Verhaltnis von Insert zu Vektor von 
1:3 eine besonders sichere und vollstandige Ligation ergibt. Bei 
der Integrierung der cDNA in den Vektor kann beispielsweise die 
Schnittstelle die EcoRI-Erkennungssequenz des MCS verwendet wer- 
den, wodurch eine weitere Verbesserung des erf indungsgemafien 
Verfahrens erzielt werden kann. 
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SchlieSlich wurde f estges tellt , dass ein besonders effizienter 
und sicherer Einbau der DNA in E.coli erzielt werden kann, indem 
bevorzugt der Einbau in E.coli durch bakterielle Transformation 
mittels Hitzeschock durch schockartige Erwarmung einer eisge- 
kuhlten Mischung aus E . coli-Zellen und zu trans formierender DNA 
auf etwa 40°C bis 44°C / insbesondere 42°C, und anschlieSende , 
schnelle Abkiihlung im Eisbad sowie anschlieSendes Inkubieren und 
Zuchten durchgefiihrt wird. 

Ein anderes , erf indungsgemaS ebenso bevorzugtes Verfahren besteht 
darin, dass der Einbau der DNA in E.coli durch Transformation von 
E.coli mit Plasmid-DNA durch Elektroporation bei insbesondere 25 
uF, 2,5 KV und einem Widerstand von 200 Ohm und anschlieSendes 
Regenerieren, Inkubieren und Zuchten der Zellkolonie durchgefiihrt 
wird. 

Beide Einbauverf ahren in E.coli zeichnen sich durch hohe Ausbeu- 
ten beim Anzuchten der Kolonien aus und es kann auf diese Weise 
mit einem einfachen Transformations verfahren eine ausreichende 
Menge des erf indungsgemaSen Konstrukts fur eine Weiterverwendung 
in der Karzinomtherapie erzielt werden. Ein weiterer Vorteil des 
erf indungsgemaEen Verfahrens besteht darin, dass das Konstrukt in 
hoher Reinheit und mit groSer Selektivitat erhaltlich ist, sodass 
eine weitere Reinigung nach der Isolierung des Konstrukts nicht 
erforderlich ist, wodurch sowohl die Verf ahrensdauer als auch die 
Verf ahrenskosten deutlich gesenkt werden konnen. 

Neben der Moglichkeit, CSF-1 mittels PCR aus einer bereits vor- 
handenen cDNA-Bank zu amplif izieren und zu isolieren, kann be- 
vorzugt die mit PCR zu amplif izierende CSF-1 DNA durch Isolierung 
von Gesamt-RNA an CSF-1 exprimierenden Zellen, insbesondere Fi- 
broblasten, oder mRNA, und nachfolgend cDNA-Synthese durch Um- 
kehrtranskription mit PCR herges tellt werden. Derartige Klonie- 
rungsverf ahren sind in allgemeiner Weise in der Technik bekannt 
und mussten zur Erzielung der speziellen, mit PCR zu amplifizie- 
renden CSF-1 DNA entsprechend adaptiert und uberarbeitet werden. 
Hiebei hat sich herausgestellt , da£ die Gesamt-RNA aus CSF-ex- 
primierenden Zellen, insbesondere Fibroblasten, in besonders be- 
vorzugter Weise durch die Guanidinthiocyanat-Methode zur RNA-Ex- 
traktion durchgefiihrt werden kann, wobei zur Isolierung der al- 
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ternativ eingesetzten Messenger-RNA die Oligo-dT-Zellulose-Chro- 
matografie eingesetzt werden kann, welche eine sehr spezifische 
Reaktionsf uhrung ist, bei der sehr hohe Produktausbeuten erzielt 
werden konnen. Die nach der Isolierung der Gesamt-RNA oder der 
Messenger-RNA erf orderliche Umkehrtranskription mit PCR kann hie- 
bei in ahnlicher Weise, wie in den erf indungs gemaSen Verfahren 
beschrieben, durchgefiihrt werden, wobei sich bei diesem Verfahren 
herausgestellt hat, daS die Zyklenzahl auf der PCRMaschine ge- 
ringfiigig erhoht werden sollte, um vollstandige bzw, selektive 
Produkte zu erzielen. Analoges gilt auch fur die abschlieSende 
Extension, welche giinstigerweise fiir wenigstens 10 min durchge- 
fiihrt werden sollte. Bei der erf indungsgemaS vorgeschlagenen 
Isolierung von Gesamt-RNA oder mRNA und nachf olgender cDNA-Syn- 
these kann jedoch im Vergleich zu dem Verfahren, bei welchem eine 
mRNA-Bank eingesetzt wird, ein noch spezif ischeres und reineres 
Produkt erzielt werden, wobei dieses Produkt nur unter geringfii- 
gig erhohtem Zeitaufwand und unter erhohten Kosten gewonnen wer- 
den kann. 

SchlieSlich kann, um eine weitere Verbesserung der Verfahrens- 
f uhrung und insbesondere eine noch hohere Spezifitat bzw. Rein- 
heit des Produkts zu erzielen, vor der Ligierung mit Adaptern 
eine Reinigung iiber Gelf iltration vorgenommen werden, wodurch das 
Ausgangsprodukt von kleineren, fur die erf indungsgemaSe Verfah- 
rensf uhrung nicht erf orderlichen Fragmenten gesaubert wird. Auch 
wird die Klonierungsef f izienz durch diese Verf ahr ens f uhrung ge- 
steigert werden, indem die DNA phosphoryliert wird und die Rei- 
nigung der auf diese Weise gewonnenen cDNA mittels Standard-DNA- 
Reinigungsprotokollen oder durch Verwendung von Af f initatschro- 
matografie durchgefiihrt wird. Eine weitere Erhohung der Ausbeute 
und insbesondere Verbesserung der Reinheit kann durch zusatzliche 
Extraktion mit TE-Puffer erreicht werden. 

Gemafi einer weiteren Aufgabe zielt die Erfindung auf ein Verfah- 
ren ab, in welchem gentherapeutisch exprimierbare CSF-l-Anti- 
sense-Konstrukte hergestellt werden, wobei diese Aufgabe dadurch 
gelost wird, dass gentherapeutisch exprimierbare CSF-l-Antisense- 
Konstrukte durch Bildung von rekombinanten, infektiosen Adeno- 
viren durch Ausschneiden der CSF-l-cDNA aus dem Plasmidvektor und 
anschlieSendes Klonieren in einer Antisense-Orientierung in einem 
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adenoviralen Trans fervektor hergestellt werden. Hiebei wird die 
CSF-l-cDNA aus dem Plasmidvektor , insbesondere pCRII, mit Res- 
triktionsenzymen herausgeschnitten und anschlieSend in einer An- 
tisense-Orientierung in einen Transf ervektor , der seinerseits 
durch Restriktionsenzyme geschnitten wurde, kloniert, worauf 
E.coli in an sich bekannter Weise transf ormiert wird und an- 
schliefeend ein Screening nach rekombinanten Plasmiden durchge- 
fiihrt wird. Auf diese Weise kann in hoher Ausbeute der rekombi- 
nante Transf ervektor , der die integrierte CSF-l-cDNA in Anti- 
sense-Orientierung enthalt, erhalten werden. In der Folge wird 
der rekombinante Transf ervektor in adenovirale DNA eingebaut, urn 
einen adenoviralen Transf ervektor zu erzielen. Hiebei wird erfin- 
dungsgemaS bevorzugt so vorgegangen, dass die infektiosen, rekom- 
binanten Adenoviren durch homologe Rekombination zwischen einem 
einen CSF-l-cDNA integriert aufweisenden Transf ervektor und einem 
adenoviralen, genomischen Plasmid, insbesondere Ad5, gebildet 
werden. Dadurch, dass rekombinante, adenovirale Vektoren durch 
homologe Rekombination zwischen dem Transf ervektor und dem adeno- 
viralen, genomischen Plasmid, im vorliegenden Fall in der humanen 
Tumorzelllinie 293 erfolgend, erhalten werden, gelingt es , ein 
Produkt zu erzielen, welches einerseits CSF-1 in der Antisense- 
Orientierung aufweist, und andererseits ein replikationsdef ektes 
Virus enthalt, welches sich nur in Zellen vermehren kann, die die 
Def ektstellen, wie beispielsweise ElA- und ElB-Gene, in der 
trans-Stellung zur Verfugung stellen, wodurch eine selektive Ver- 
mehrung der Viren sichergestellt werden kann. Durch diese selek- 
tive Vermehrung der replikationsdef ekten Viren ist ein ebenso 
selektiver Einsatz derselben moglich. 

Die erf indungsgemaS eingesetzten, rekombinanten Ad5-Viren sind 
Helf er-unabhangige Viren, die in der erf indungsgemaS bevorzugt 
eingesetzten, humanen Zelllinie 293 vermehrt werden konnen. 

Erf indungsgemaS konnen auch als Oligonukleotide CSF-l-Phosphoro- 
thioat-Antisense-Oligonukleoide ( 5-Propinylanaloga) , CSF-l-Me- 
thylphosphonat-Antisense-Oligonukleotide , CSF-1-2 ' -0-Methyl-An~ 
tisense-Oligoribonukleotide oder terminal modifizierte CSF-l-An- 
tisense-Oligonukleotide bzw. die entsprechenden Antisense-Oligo- 
nukleotide fur den CSF-l-Rezeptor verwendet werden. Derartige 
Oligonukleotide sind im Stand der Technik fiir die verschiedens ten 
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Wachs turns faktoren bekannt und werden nach Standardverfahren her- 
gestellt. 

Bei der ,f Antisense-Hemmtechnik" auf der Basis von genspezif ischen 
Oligodeoxynukleotiden ist hiebei eine Modifikation des einzel- 
strangigen, synthet ischen DNA-Molekiils notwendig, um seine Nukle- 
aseresistenz zu erhohen. Phosphorothioat-modif izierte Oligonukle- 
otide weisen eine groSere Stabilitat im Vergleich zu den nicht- 
modif izierten Oligonukleotiden auf, wobei eine Substitution eines 
O-Atoms durch S an der Phosphodiester-Brticke erfolgt. Dadurch 
kann beispielsweise eine langere Wirkdauer bei niedrigeren appli- 
zierten Mengen erreicht werden. Dieser Art modif izierte Oligonu- 
kleotide weisen gegen intrazellularen Nukleaseabbau eine hohere 
Resistenz auf und konnen erfindungsgemaS als Antisense-Molekule 
zur Inhibition der Genexpression und als Chemotherapeutika ein- 
gesetzt werden. Hiebei ist zu beachten, dafi selbstverstandlich 
auch die Oligonukleotide im therapeutischen Einsatz nur in ge- 
reinigter Form zur Anwendung gebracht werden durfen, um kiirzere 
oder fehlerhafte Addukte bzw. Synthesenebenprodukte vor der Ver- 
wendung abgetrennt zu haben. GemaS der Erfindung konnen hiebei 
sowohl vollstandig modifizierte Oligonukleotide als auch nur 
partiell modifizierte Phosphorthioatbrucken tragende Oligonukle- 
otide eingesetzt werden, wobei wie erwahnt die Wirkungsweise und 
die Wirksamkeit der Oligonukleotide geringfugig unterschiedlich 
ist und beispielsweise die terminal modif izierten CSF-l-Anti- 
sense-Oligonukleotide eine erhohte Affinitat zwischen der Ziel- 
sequenz und dem Antisense-Oligonukleotid als auch eine verbesser- 
te Aufnahme in der Zelle, eine erhohte Resistenz gegen einen Nu- 
kleaseabbau und eine bessere Nachweisbarkeit aufweisen. Prinzi- 
piell ist jedoch f estzuhalten, daE samtliche Oligonukleotide in 
der Karzinomtherapie analog zu den CSF-l-Antisense-Konstrukten 
eingesetzt werden konnen, wobei die erf indungsgemaSe Verwendung 
bevorzugt topisch, intravenos , intraarteriell , subkutan, intra- 
peritonal oder in Kombination mit kationischen Lipiden erfolgt. 

Die ebenfalls erfindungsgemaS hergestellten und verwendbaren, 
gentherapeutisch exprimierbaren CSF-l-Antisense-Konstrukte werden 
bevorzugt intratumoral verabreicht, da durch die intratumorale 
Verabreichung sichergestellt werden kann, dass das replikations- 
defekte Virus zur Infektion der Tumorzellen von dem Korper an der 
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hiefiir erf orderlichen Stelle herangezogen wird. Prinzipiell 
konnte theoretisch auch das gentherapeutisch exprimierbare CSF-1- 
Antisense-Konstrukt auf herkommliche Arten, wie topisch, intra- 
venos, intraarteriell , subkutan usw. , verabreicht werden, wobei 
jedoch hier die Wirksamkeit deutlich eingeschrankt erscheint. 

Durch die Herstellung und Verwendung von CSF-i-Antisense-Kon- 
strukten, CSF-l-Antisense-Oligonukleotiden sowie gentherapeutisch 
exprimierbaren CSF-l-Antisense-Konstrukten gelingt somit die Her- 
stellung und Verwendung von biologischen Substanzen, die das 
Wachstum und die Vermehrung von Karzinomzellen deutlich hemmen 
bzw. inhibieren, wodurch eine selektive und zielgerichtete Karzi- 
nomtherapie mit den erfindungsgemaS herges tell ten Konstrukten 
moglich ist. 

GemaS einer besonders bevorzugten Verwendung wird erf indungsgemaS 
so vorgegangen, daS als CSF-l-Sequenzen von Nukleotid 1 -180 
(abgeleitet aus der humanen CSF-l-Gensequenz , EMBL acc.nr. 
M37435, LOCUS: HUMCSDFl), insbesonders folgende 14-mere 

ON-lCSFlas: 5 - GCCCGGCGCGGTCA-3 14-mer homolog zu den 



ersten 14 nt nach dem 



Start-Codon (ATG) 
(Nukleotide 120-106) 



ON-2CSFlas : 



5 - ACGGGGCAGCTGGC-3 



14-mer homolog zu den 
14 nt vor dem Start- 
Codon (ATG) (Nukleotide 
105-91) 



ON-3CSFlas : 



5 - CGAGAGGACCC AGG- 3 



14-mer homolog zu den 
14 nt nach dem Trans - 



kriptionsstart der mRNA 
(Nukleotide 14-1) 



eingesetzt werden. 



Die Erfindung wird an Hand der nachf olgenden Beispiele auf die 
sie selbstverstandlich nicht eingeschrankt sein soli, naher er- 
lautert . 
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Beisplel 1: 

Herstellung der CSF-l-cDNA-Konstrukte 

Zur Isolierung von als Ausgangsmaterial einzusetzender Gesamt-RNA 
aus CSF-l-exprimierenden Zellen (L929 Fibroblasten) wird die 
Guanidin-Thiocyanat-Methode zur RNA-Extraktion angewandt . Hiebei 
wird wie folgt vorgegangen: 

Entfernung des Mediums von den L929-Fibroblas ten, Zugabe von 
1 ml Denaturierungslosung und Zelllyse durch Pipettieren 

Uberfuhren des Homogenats in 5 ml Rohrchen und Zugabe von 
0,1 ml 2 M Natriumazetat (pH 4), Mischen, danach Zugabe von 
1 ml wassergesattigtem Phenol, Mischen, Zugabe von 0,2 ml 
Chlorof orm/Isoamylalkohol (49:1), Mischen und Inkubieren der 
Suspension bei 0-4 °C fur 15 min 

20 min Zentrif ugieren bei 4°C und 10.000 g, die wassrige 
Phase in ein neues Rohrchen uberfiihren 

Prazipitieren der RNA durch Zugabe von 1 Volumen 100% Iso 
propanol, Proben fur 30 min auf -20°C abkiihlen, dann bei 4°C 
fur 10 min und 10.000 g zentrif ugieren, iiberstehende Losung 
verwerf en 

das oben gebildete RNA-Pellet in 0,3 ml Denaturierungslosung 
auf losen 

die RNA mit 0,3 ml 100% Isopropanol fur 30 min bei -20°C, 
dann 10 min bei 4°C prazipitieren und 10.000 G zentrifugie- 
ren und die iiberstehende Losung verwerfen 

Resuspendieren des RNA-Pellets in 75% Ethanol , heftig riihren 
und fur 10-15 min bei Raumtemperatur inkubieren 

5 min bei 10.000 g zentrif ugieren, iiberstehende Losung ver 
werfen und das RNA-Pellet im Vakuum fur 5-15 min trocknen 



das RNA-Pellet in 200 \il DEPC behandeltem Wasser auflosen, 
Quantif izieren der RNA mittels UV-Spektrophotometrie bei 2 60 
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run. 

Amplif izieren der CSF-1-RNA mittels RT-PCR (Reverse transcriptase 
PCR) . 

1 jug der gewonnenen CSF-1-RNA in ein Mikrozentrif ugenrohrchen 
geben und 10 min bei 70°C inkubieren, kurz zentrifugieren, danach 
auf Eis stellen. 

Vorbereiten einer 2 0 |j,l-Reaktion durch Zugabe zu CSF-1-RNA 
folgender Reagenzien: 

MgCl 2 , 25 mM 

Reverse Transkription Puffer, lOx 
dNTP-Mis chung, 10 mM 
Rnasin-Ribonuklease- Inhibitor 
AMV Reverse Transkriptase 
Oligo (dT) -Primer 
CSF-1-RNA 

Nukleasef reies Wasser auf ein Gesamtvolumen von 

Danach wird die Reaktion bei 42 °C fur 15 min inkubiert und dann 
auf 99°C fur 5 min erhitzt und neuerlich bei 0-5°C fur 5 min in- 
kubiert. Zur Amplif izierung wird die Losung wie folgt verdiinnt: 
Die Erst-Strang-cDNA-Synthese-Reaktion wird mit Nuklease-f reiem 
Wasser auf 100 ]Xl verdiinnt und anschlieSend wird die 50 jil PCR- 
Amplif izierungs-Reaktionsmischung durch Kombination der folgenden 
Reagentien (Template-spezif ische upstream und downstream Primer 
mussen hier zugegeben werden, d.h. CSF-l-spezif ische Primer) 
vorbereitet : 



fur 5 '-Primer: CSF1 sense 5 ' -atgaccgcgccgggc 
(Nukleotide Nr. 106-120) 

fur 3 '-Primer: CSF1 antisense 5 ' -cactggcagttccacctgtct 
(Nukleotide Nr. 1767-1747) 




Folgender PCR-Reaktionsansatz kam zum Einsatz: H 2 0 
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Vb7 UfflA 71 




McrCl?, 2 5 itiM 


3 fll 


1, 5 mM 


10X PCR-Puffer 


5 jll 


Ix 


dNTP , 10 mM 


1 nl 


2 00 |LiM von jedem 


Uiostream Primer 


! 

5-50 pM 1 0 , 1 - 1 JOM 


Downstream Primer 


5-50 pM 1 0 , 1 - 1 \m 

u— 


Taq DNA— Polymerase , 
5 u/jll 


0,25 |ll 1,25 Units/50 jLLl 

1 


Erst-Strang cDNA 
Reak. 


10 Jll 




Nuklease-f reies H2O 
auf ein Vol . von 


50 ill 





Hiebei erfolgte die Zugabe der Taq- Polymerase zuletzt. 

Die PCR-Mas chine war mit den Zeiten und Temperaturen fur Denatu- 
rierung, Anlagerung und Extension wie folgt programmiert : 

Denaturierung zu Reaktionsbeginn : 9 5°C fur 5 min. 1 Zyklus 



Denaturierung: ca. 95°C fur 1:00 min. 
Anlagerung: 65°C fiir 1:00 min. 35 Zyklen 

Extension: 72°C fiir 2:00 min. 



Finale Extension: 72 °C fiir 5 min, nach dem letzten Zyklus 

Die Mischung wird auf 4°C gehalten, bis die PCR-Maschine ausge- 
schalten wird und die Proben entfernt werden. Zu jeder PCR-Reak- 
tion werden 100 fil Chloroform zugegeben, geruhrt, 2:00 min zen- 
trifugiert und die obere Phase zur Wei terverarbeitung auf bewahrt . 
Zur GroSenbestimmung des Produktes werden 10 \il des PCR-Produktes 
mit DNA-GroSenmarkern auf ein Agarosegel aufgetragen. 

AnschlieSend wird das PCR-Produkt wie folgt gereinigt : 



Zugabe von 250 [il Puffer PB zu 50 [ll der PCR-Reaktion . 
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Eine QIAquick Spin-Saule wird in ein 5 ml Zentrif ugenrohr- 
chen gegeben. 

Die Probe wird auf die Saule geladen und bei 3 000 g 1 min 
zentrif ugiert . 

Waschen: Zugabe von 0,75 ml Puffer PE und 1 min Zentrifu- 
gieren . 

Uberfiihren der QIAquick-Saule in ein Mikrozentrif ugenrohr- 
chen. Zentrif ugieren fur 1 min bei 10 000 g. 
Die QIAquick-Saule in ein 1,5 ml Reaktionsgef a£ geben. 
Eluierung der DNA durch Zugabe von 50 \il 10 mM Tris-Cl, pH 
8,5 und Zentrifugieren fur 1 min bei max. Geschwindigkei t in 
einer Mikrozentrif uge . 

Gesammeltes Eluat : ca. 48 )LLl . Die DNA-Konzentration wird 
mittels UV-Spektrophotometrie bei 260 nm bestimmt. 

Zur weiteren Umsetzung wird gunstigerweise eine EcoRI -Adapt or- 
Ligation wie folgt durchgef xihrt : 



T4 DNA-Ligase 10X Puffer 3 |nl 

Acetyliertes BSA, 1 mg/ml 3 jllX 

cDNA (50 ng/|!l) 5 Jll 

Adaptoren (20-facher molarer Uberschuss: 1 |ll 
10 pmol -Adapter) 

T4 DNA-Ligase (Weiss units) 2 , 5 {ll 

mit Nuklease-f reiem Wasser auffiillen auf 3 0 jll 



Die gebildete Losung wird iiber Nacht bei 15°C inkubiert, das En- 
zym durch Erhitzen des Reaktionsansatzes auf 70°C fur 10 min in- 
aktiviert und anschlieSend die Reaktion auf Eis abgekiihlt. 

Zur reibungsf reien Durchfiihrung der Reaktion wird die Insert-DNA 
wie folgt phosphoryliert : 



Ligationsansatz 30 |il 

T4 PNK 10X Puffer 4 |i,l 

ATP, 0,lmM (1:100 Verdiinnung in Wasser 2 jll 
einer lOmM Stammlosung) 

T4 PNK (lOu/jxl) 1 )Lll 

Nuklease-f reies Wasser 3 jll 

Gesamtvo lumen 4 0 [il 
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Die Losung wird bei 37 °C fur 3 0 min inkubiert, anschlieSend wird 

1 Volumen TE-gesattigtes Phenol : Chloroform zugesetzt, 3 0 s Ruhren 
und 3 min mit max. Geschwindigkeit in einer Mikrozentrif uge zen- 
trifugieren, die obere wassrige Phase in ein neues Rohrchen uber- 
tragen. Der uberschussige Adaptor wird dann wie folgt entfernt: 

2 50 ]Xl Puffer PB werden zu der Phosphorylierungsreaktion zugege- 
ben, eine QIAquick Spin-Saule wird in ein 5 ml Zentrif ugenrohr- 
chen eingebracht, die Probe auf die Saule geladen und bei 3 000 g 
1 min zentrif ugiert , anschlieSend durch Zugabe von 0,75 ml Puffer 
PE gewaschen und neuerlich 1 min zentrif ugiert , die QIAquick- 
Saule in ein Mikrozentrif ugenrohrchen uberftihrt und fur 1 min bei 
10 000 g zentrif ugiert , danach wird die QIAquick-Saule in ein 1,5 
ml Reaktionsgef aS gegeben und die DNA durch Zugabe von 5 0 |Lil 10 
mM Tris-Cl, pH 8,5, und Zentrif ugieren fur 1 min bei max. Ge- 
schwindigkeit in einer Mikrozentrif uge eluiert. Gesammeltes 
Eluat: ca. 48 Jll . 

Als nachster Schritt wird die cDNA durch Ethanol-Prazipitation 
wie folgt konzentriert : 

Die DNA wird mit 0,5 Volumina 7 , 5M Ammoniumacetat und 2,5 Volu- 
mina kaltem (-20°C) 100% Ethanol, gemischt, Mischen und Placieren 
bei ~70°C fur 30 min, anschlieSend bei max. Geschwindigkeit in 
einer Mikrozentrif uge fur 15 min zentrif ugiert und die iiberste- 
hende Losung entfernt, das gebildete Pellet mit 1 ml kaltem 
(-20°C) 70% Ethanol gewaschen und in einer Mikrozentrif uge mit 
max. Geschwindigkeit fur 5 min zentrif ugiert , die iiberstehende 
Losung wird entfernt, das Pellet kurz im Vakuum getrocknet, das 
Sediment in 50 |Xl TE-Puffer fur die Weiterbearbeitung neuerlich 
suspendiert. Die DNA-Konzentration wird mittels UV-Spektrophoto- 
metrie bei 260 nm bestimmt. 

Der pCRII-Vektor wird dann einer Phosphatase-Behandlung unterzo- 
gen, wobei der Vektor vor der Phosphatasebehandlung durch einen 
Restriktionsschnitt mit EcoRI wie folgt linearisiert wird: 



Restriktionsansatz : 

1 Jig pCRII DNA 

2 |il lOx EcoRI-Puffer 
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2 Units EcoRI 

Mit Wasser auf ein Gesamtvo lumen von 2 0 (ill auffiillen. 
2 Stunden bei 37°C inkubieren. 

Dephosphorylierung der Vektor-DNA: 

Zugabe von 1/10 Volumen lOx Dephosphorylierungspuf f er . Inkubation 
nach Zugabe von 1 Einheit alkalischer Phosphatase fur 6 0 min bei 
37°C. Inaktivierung der alkalischen Phosphatase durch 15 min Er- 
hitzen auf 65°C. 

Danach wird die synthetisierte cDNA in die EcoRI-Schnittstelle 
des Vektors pCRII kloniert. 

Ligationsansatz : 

100 ng Vektor-DNA 
50 ng CSFl-cDNA 

1 |il T4 DNA-Ligase (1 Weiss Einheit) 
1,5 jll T4 DNA-Ligase lOx Puffer 

mit Nuklease-f reiem Wasser auf 15 jil auffiillen, der Reaktions- 
ansatz wird 3 h bei Raumtemperatur inkubiert und das pCRII-CSF-1- 
rekombinante Plasmid gewonnen. 

Einbau der DNA in E. coli: 

Das Plasmid pCRIl-CSF-1 wird durch Transformation in E.coli ein- 
geschleust und wie folgt vermehrt : 

Transformation von Bakterien durch Elektroporation 

100 \xl elektrokompetente E.coli werden mit dem halben Volu- 
men des Ligationsansatzes (7,5 |ll) in Kiivetten auf Eis ge- 
mischt 

Elektroporation: 25 \XF , 2,5 kV, 200 Q 

Zugabe von 1 ml SOC-Medium zum Regenerieren der Zellen, 
Transfer der Zellen in ein Rohrchen und 1 h Inkubation bei 
37°C, danach Ausplattieren auf Ampicillin-Selektionsplatten 
und Anziichten der Kolonien uber Nacht bei 37°C. 



Isolierung des Plasmids : 
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Eine Einzelkolonie wird von der Selektionsplatte gepickt und in 3 
ml LB mit Ampicillin fur 8 h bei 37°C unter starkem Schiitteln 
inkubiert, mit 1/500 in 100 ml LB-Medium verdunnt, bei 3 7°C ftir 
12 h unter starkem Schutteln wachsen gelassen. Danach werden die 
Bakterien durch Zentrif ugation bei 6000 g fur 15 min bei 4°C ge- 
erntet, die bakteriellen Pellets in 10 ml Puffer PI gelost, 10 
ml Puffer P2 zugegeben, sorgfaltig gemischt und 5 min bei Raum- 
temperatur inkubiert, anschlieSend Zugabe von 10 ml eisgekuhltem 
Puffer P3 und sofort vorsichtiges Mischen und auf Eis 2 0 min In- 
kubieren, Zentrif ugieren bei 20 000 g fur 30 min bei 4°C. Die 
uberstehende Losung wird noch einmal bei 20 000 g ftir 15 min bei 
4°C Zentrif ugiert und auf eine equilibrierte QlAGEN-50 0-Saule mit 
10 ml Puffer QBT iiberf iihrt . Nach dem Waschen der Saule mit 2x30 
ml Puffer QC wird die DNA mit 15 ml Puffer QF eluiert und durch 
Zugabe von 10,5 ml Isopropanol (Raumtemperatur) zu der eluierten 
DNA prazipitiert . Nach Mischen und sofortiger Zentrif ugation bei 
15 000 g fur 3 0 min bei 4°C wird die uberstehende Losung ent- 
fernt, das DNA-Pellet mit 5 ml 70% Ethanol (Raumtemperatur) ge- 
waschen, bei 15 000 g fur 10 min zentrif ugiert und die uberste- 
hende Losung entfernt. Das gebildete Pellet wird fur 5 min luft- 
trocknen gelassen und die DNA in 100 JLLX TE, pH 8,0, aufgelost. 
Die DNA-Konzentration wird mittels UV-Spektrophotometrie bei 2 60 
nm bestimmt. 

SchlieSlich werden die Sequenzen aller amplif izierten und klo- 
nierten CSF-l-Konstrukte durch Sequenzierung nach der Standard- 
methode von Sanger (Kettenabbruchmethode) bestimmt. Die CSF-1- 
Konstrukte konnen nun als solche verwendet werden oder in phar- 
mazeutisch vertragliche Formulierungen weiterverarbei tet werden. 

Beispiel 2: 

Herstellung von gentherapeutisch exprimierbaren CSF-l-Anti- 
sense-Konstrukten 

Herstellung von rekombinanten infektiosen Adenoviren 

Die CSF-l-cDNA wird aus dem Plasmid pCRII-CSF-1 von Beispiel 1 
herausgeschnitten und danach in einer Antisense-Orientierung in 
den adenoviralen Trans fervektor kloniert: 
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Das Insert wird durch einen Restriktionsschnitt mit EcoRl wie 
f olgt herausgeschnitten : 

Restriktionsansatz : 

1 \xg pCRII-CSFl-DNA 

2 julI lOx EcoRI-Puffer 
2 Units EcoRI 

Mit Wasser auf ein Gesamtvo lumen von 2 0 Jill auffiillen. 
2 h bei 37°C inkubieren. 

AnschlieSend werden stumpfe Enden durch eine Auf f ullreaktion mit 
Klenow-Enzym unter Zusatz folgender Reagenzien: 

2 |il lOx NTB; 1 JLtl ImM dNTP; 1 Einheit Klenow, bei 37°C fur 15 
min inkubiert und auf 65°C fur 5-10 min zur Inaktivierung des 
Klenow- Enzyms erhitzt, gebildet. 

Danach wird der Trans fervektor pQBI-AdCMV5BFP mit dem Restrikti- 
onsenzym Bglll geschnitten: 
Restriktionsansatz : 

1 jig Trans fervektor DNA 

2 |il lOx Puffer M 
2 Units Bglll 

Mit Wasser wird auf ein Gesamtvolumen von 2 0 |il aufgefullt und 
2 h bei 37°C inkubiert, die gebildeten Fragmente auf einem 1% 
TAE-Agarosegel aufgetrennt, das 1641 bp groSe CSF-l-Fragment 
sowie der Transf ervektor wird wie folgt gesondert aus dem Aga- 
rosegel gereinigt : 

Ausschneiden des jeweiligen DNA-Fragmentes aus dem Agarosegel mit 
einem Skalpell, Wiegen des Gelstiickes und Zugabe von 3 Volumen 
des Puffers QG zu 1 Volumen Gel, anschlieSend Inkubation bei 5 0°C 
fur 10 min. Wahrend der Inkubation wird alle 2 min geriihrt, kon- 
trolliert ob die Farbe des Gemisches gelb ist, anschlieSend Zu- 
gabe von 1 Gelvolumen Isopropanol zur Probe, Vermischen. Placie- 
ren einer QIAquick Spin-Saule in ein 2 ml Reaktionsgef aS und 
Auftragen der Probe auf die Saule und Zentrif ugieren fur 1 min. 
Saule in ein neues Reaktionsgef aS geben. Waschen durch Auftragen 
von 0,75 ml Puffer PE auf die Saule und Zentrif ugieren fur 1 min, 
danach Entfernen des Durchflusses und Zentrif ugieren der Saule 
fur 1 min bei 10 000 g. 
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Elution der DNA: Zugabe von 50 |Xl von 10 mM Tris-Cl, pH 8,5 und 1 
min bei max. Geschwindigkeit zentrif ugieren . AnschlieSend erfolgt 
eine Ligation des CSF-l-cDNA in den Trans fervektor pQBI- 
AdCMV5 BF P , naml i ch : 

Das gereinigte CSF-l-Fragment wird in den linearisierten Trans- 
fervektor wie folgt kloniert. 

Ligationsansatz : 

2 00 ng Trans fervektor-DNA 

100 ng CSF-l-cDNA 

1 )Lil T4 DNA-Ligase (1 Weiss Einheit) 
1,5 \xl T4 DNA-Ligase lOx Puffer 

mit Nuklease-f reiem Wasser auf 15 jil auffullen 
Inkubieren des Reaktionsansatzes 6 h bei Raumtemperatur . 

Die anschlieSende Transformation von Bakterien durch Elektro- 
poration gelingt wie folgt: 

100 fll elektrokompetente E.coli werden mit dem halben Volumen des 
Ligationsansatzes (7,5 (il ) in Kuvetten unter Eisktihlung gemischt 
und die Elektroporation bei 25 |HF, 2,5 kV, 200 Q ausgefiihrt, zuiti 
Regenerieren der Zellen werden 1 ml SOC-Medium zugegeben, Trans- 
fer der Zellen in ein Rohrchen und 1 h Inkubation bei 37 °C, da- 
nach Ausplattieren auf Ampicillin-Selektionsplatten und Anzuchten 
der Kolonien iiber Nacht bei 3 7°C. 

Das Plasmid wird anschlieSend wie folgt isoliert: 

Eine Einzelkolonie wird von der Selektionsplatte geholt und in 3 
ml LB mit Ampicillin fur 8 h bei 37°C unter starkem Schiitteln 
inkubiert, die Startkultur wird 1/500 in 100 ml LB-Medium ver- 
diinnt und bei 37°C fur 12 h unter starkem Schiitteln wachsen ge- 
lassen, die Bakterien werden durch Zentrif ugation bei 6000 g fur 
15 min bei 4°C geerntet, das bakterielle Pellet in 10 ml Puffer 
Pi gelost, 10 ml Puffer P2 zugegeben, gemischt und 5 min bei 
Raumtemperatur inkubiert, 10 ml eisgekuhltem Puffer P3 zugegeben 
und sofort vorsichtig gemischt und auf Eis 2 0 min inkubiert, bei 

2 0 000 g fur 3 0 min bei 4°C inkubiert, die iiberstehende Losung 
wird noch einmal bei 2 0 000 g fur 15 min bei 4°C zentrif ugiert 
und die iiberstehende Losung auf eine mit 10 ml Puffer QBT equi- 
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librierte QIAGEN-500-Saule uberfiihrt, die Saule mit 2x3 0 ml Puf- 
fer Qc gewaschen, die DNA mit 15 ml Puffer QF eluiert und durch 
Zugabe von 10,5 ml Isopropanol (Raumtemperatur ) zu der eluierten 
DNA ausgefallt, gemischt und sofort bei 15 000 g fur 3 0 min bei 
4°C zentrif ugiert, die uberstehende Losung wird entfernt. Das 
DNA-Pellet mit 5 ml 70% Ethanol (Raumtemperatur) wird gewaschen 
und bei 15 000 g fur 10 min zentrif ugiert und die uberstehende 
Losung entfernt, das Pellet wird 5 min luf tgetrocknet und die DNA 
in 100 jxl TE, pH 8,0, aufgelost. Die DNA-Konzentration wird mit- 
tels UV-Spektrophotometrie bei 260 nm bestimmt. Die Auftrennung 
der Fragmente erfolgt auf einem 1% TAE-Agarosegel , worauf der 
Trans fervektor aus dem Agarosegel wie folgt extrahiert und ge- 
reinigt wird: 

Ausschneiden des linearisieren Vektors aus dem Agarosegel mit 
einem Skalpell, Abwagen des Gelstiickes und Zugabe von 3 Volumen 
des Puffers QG zu 1 Volumen Gel, Inkubation bei 50°C fur 10 min, 
wobei alle 2 min gertihrt und kontrolliert wird, ob die Farbe des 
Gemisches gelb ist. AnschlieSend Zugabe von 1 Gelvolumen Iso- 
propanol zur Probe, Mischen, Anordnen einer QIAquick Spin-Saule 
in ein 2 ml Reaktionsgef aS und Auftragen der Probe auf die Saule 
und Zentrif ugieren fur 1 min. Saule in ein neues Reaktionsgef aS 
geben, Waschen durch Auftragen von 0,75 ml Puffer PE auf die 
Saule und Zentrif ugieren fur 1 min. Entfernen des Durchflusses 
und Zentrif ugieren der Saule fur 1 min bei 10 000 g. Elution der 
DNA: Zugabe von 50 |ll von 10 mM Tris-Cl, pH 8,5, und 1 min bei 
max. Geschwindigkeit zentrif ugieren . Ausbeute: ca. 48 Jll . 

AnschlieSend erfolgt die Kotransf ektion des linearisierten re- 
kombinanten Trans fervektor s (pAdCMV5-CSF-BFP) mit der viralen DNA 
(AD5CMVlacZEl/E3) in 293 Zellen mittels der Kalzium-Phosphat- 
Methode wie folgt: 

Zugabe von 0,005 Volumen .2 mg/ml Carrier DNA zu lxHEBS, Mischen 
durch Ruhren fur 1 min. Aliquotieren von 2 ml HEBS plus Carrier- 
DNA in ein steriles, klares Plastikreaktionsgef aS, Zugabe von 2 0 
fig des linearisierten rekombinanten Trans fervektors 
(pAdCMV5-CSF-BFP) und 2 0 fig der viralen DNA zu diesem Reaktions- 
gef aS und vorsichtig Schiitteln, danach langsam 0,1 ml 2,5 M CaCl 2 
zugeben, vorsichtig mischen und 25 min bei Raumtemperatur inku- 
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bieren. Zugabe von 0,5 ml DNA Suspension zu einer 60 mm-Zellkul- 
turschale mit 293 Zellen, ohne das Wachstumsmedium zu entfernen, 
5 Stunden bei 37°C in einem C0 2 -Inkubator inkubieren, Entfernen 
des Mediums und Zugabe von 10 ml MEMFll -Agarose (vorher auf 44 °C 
equilibriert ) . Nach Festwerden der Agarose, Inkubation bei 37 °C. 
Plaques erscheinen nach 5-14 Tagen. Zum Screenen der Adenovirus 
Plaque Isolate werden die Plaques von der transf ektierten Kultur 
durch Ausstechen mittels einer sterilen Pasteurpipette isoliert 
und in Reaktionsgef age mit 0,5 ml sterilen PBS plus 10% Glyzerin 
transf eriert . Bis zur Verwendung auf -70°C lagern. AnschlieSend 
Entfernen des Mediums von zu 80% konfluenten 293 Zellen in 60 mm 
Schalten und Zugabe von 0,2 ml Virus (Agar Suspension). Absor- 
bieren bei Raumtemperatur fur 3 0 min. Zugabe von komplettem 
MEMFll + 5% Horse-Serum und Inkubation bei 37°C. Virusernte und 
Extraktion der infizierten zellularen DNA, wenn die meisten Zel- 
len abgelost sind. Vorsichtig 4 ml Medium mit einer Pipette ent- 
fernen und in ein Reaktionsgef aS mit 0,5 ml sterilem Glyzerin 
geben. Diese Virenkandidaten werden bei -70°C gelagert. Entfernen 
des verbleibenden Mediums von der Schale. Zur DNA-Extraktion aus 
den infizierten Zellen, Zugabe von 0,5 ml Pronase-Losung und In- 
kubation bei 37°C fur 10 h. Transfer des Lysates in ein 1,5 ml 
Reaktionsgef aS, und lx mit Puf f er-gesattigtem Phenol extrahieren, 
10 min Zentrifugieren und Sammeln der oberen, wassrigen Phase und 
Transfer in ein neues GefaS, Zugabe von 1 ml Ethanol zum Prazipi- 
tieren der DNA. Sorgfaltig mischen. 10 min bei 14 000 rpm Zentri- 
fugieren, Absaugen der uberstehenden Losung, Waschen des Pellets 
mit 70% Ethanol, 5 min Zentrifugieren, Uberstand absaugen und 
Pellet lufttrocknen lassen. Auflosen der DNA in 50 jil 0,1 xSSC 
und mit 5 \il einen Res triktionsschnitt mit Hindlll durchflihren (1 
unit uber Nacht) . Auftragen der verdauten Probe auf ein 1% Aga- 
rosegel mit Ethidiumbromid . Virale DNA-Banden sind unter UV-Licht 
danach leicht sichtbar, iiber einer Hintergrundschmiere von zellu- 
larer DNA. Verifizieren von rekombinanten Viruskandidaten durch 
weitere diagnos tische Resktriktionsenzymschnitte , sowie durch 
Kontrolle der Expression des BFP (Blue Fluorescent Protein) unter 
dem Fluoreszenzmikroskop . Korrekte Rekombinante werden durch 2 
weitere Runden mittels Plaque-Reinigung weiter gereinigt und ge- 
screent, bevor ein High-Titer-Stock hergestellt wird. 

Anschliefiend werden zur Reinigung und Titration von rekombinanten 



WO 01/30381 



- 26 - 



PCT/ATOO/00281 



Adenoviren (AD5CMV-CSF) wie folgt Plaque Assays durchgef tihrt : 

Absaugen des Mediums von konfluenten 293 Zellen in 60 mm-Schalen. 
Zugabe von 0,2 ml Virus (10- 3 -10 -6 -Verdunnungen einer Agar- Sus- 
pension in PBS fur Placjue-Reinigung oder 10~ 3 -10~ 9 -Verdunnungen 
der Stammlosung fiir die Titration) . Absorbieren des Virus fur 4 0 
min bei Raumtemperatur. Zugabe von 10 ml MEMFll-Agarose-Overlay , 
Abkiihlen, und Inkubieren bei 37°C. Plaques werden nach 7 und nach 
10 Tagen fiir die Titration gezahlt. Plaque Reinigung: Isolierung 
der Plaques wie oben beschrieben. 

Schliefilich werden High-Titer Virale Stammlosungen von Monolayer- 
-Zellen wie folgt hergestellt: 

Zehn 150 mm-Schalen werden mit 293 Zellen angesetzt und bei Er- 
reichen einer Konfluenz von 80% infiziert, danach wird zur Her- 
stellung eines High-Titer-Stocks das Medium von den 293 Zellen 
entfernt und mit einer multiplicity of infection (MOI) von 1-10 
PFU pro Zelle (1 ml Virus-Suspension pro 150 mm-Schale) infi- 
ziert, fiir 40 min absorbiert und dann Zugabe von MEMFll + 5% 
Horse-Serum, Inkubieren bei 37 °C und tagliche Kontrolle auf An- 
zeichen des zytopathischen Effekts. Wenn der zytopathische Effekt 
fast vollstandig ist, Ernte durch Abschaben der Zellen von der 
Schale, Kombination der Zellen plus Medium und Zentrif ugation bei 
8 00 g fur 15 min. Absaugen des Mediums und Resuspendieren des 
Zellpellets in 2 ml PBS + 10% Glyzerin pro 150 mm-Schale. Weitere 
Reinigung der Viruslosung durch CsCl-Dichtegradienten-Zentrif u- 
gation, nachfolgend Dialyse gegen 10 mM Tris-HCl, pH 8,0. Zugabe 
von sterilem Glyzerin zu einer finalen Konzentration von 10% und 
Lagerung bei -70°C. 

Es werden so High Titer-rekombinante infektiose adenovirale 
CSF-l-Antisense-Konstrukte, die direkt zur Gentherapie eingesetzt 
werden konnen, gewonnen. 

Beispiel 3: 

Einsatz der rekombinanten infektidsen adenoviralen CSF-lAnti- 
sense-Konstrukte bei der Infektion von Zellen 



Getestete Zellsysteme : 
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Lewi s Lung- Kar z inom- Z e 1 1 en 
Di ckdarmkar z inom- Z e 1 1 en 
Mammakar z inom- Z e 1 1 en 
Germinal e Tumorzellen 

Durchfuhrung der Infektion: 

Zu Zell-Monolayern in 6 0 mm-Schalen mit 8 0%iger Konfluenz werden 
0,5 ml Viruslosung (AD5CMV-CSF) unterschiedlicher MOI (multipli- 
cities of infection) zugegeben und fur 3 0 min bei Raumtemperatur 
inkubiert . 

Die Kontrollinf ektionen erfolgt hiebei mit: ADSCMVlacZ E1/E3 
(Adenovirus ohne CSF-Insert) , AdenoGFP (Adenovirus mit GFP) , 
Mock-Inf ektion (Kulturmedium) . Zugabe von 6 ml Medium und Inku- 
bation der Schalen im C0 2 -Inkubator (3 7°C, 5% C0 2 ) - 

Die Infektion zeigte folgende Wirkungen: 

CSF-l-Genexpression in den Wirtszellen war deutlich herabgesetzt 
(Reduktion der mRNA (CSF-l-Protein) Spiegel in alien transfek- 
tierten Zellen auf < 3 0% im Vergleich zu nicht behandelten Wild- 
typ-Zellen. 

Die Gef aSneubildung gehemmt, antionkogene Effekte (retardiertes 
Zellwachstum) . 

Bei Analyse des Zellzyklus wurde Auslosung von Apoptose festge- 
stellt . 

Bei der viralen Transfektion (Adenoviren) von Mausen erfolgte 
eine intratumorale Verabreichung von lxl 0 9 - 5x1 0 10 PFU in einem 
Vo lumen von max. 0,5 ml. 

Eine intratracheale Administration erfolgte durch Verabreichung 
von bis zu 2xl0 9 PFU des rekombinanten Virus in einem Volumen von 
23-35 |il , wobei insbesondere bei der intratumoralen Verabreichung 
eine fast vollstandige Riickbildung der Tumoren beobachtet werden 
konnte . 
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Beispiel 4: 

Herstellung von CSF-1 spezifischen Oliqonukleotiden und Ver- 
wendung derselben 

Synthese eines CSF-1 spezifischen Oliaonukleotides 

Die Synthese des CSF-l-spezif ischen Oligonukleotides 5'- 
GCCCGGCGCGGTCA-3 ' (14-mer, homolog zu den ersten 14 Nukleotiden 
der CSF-l-cDNA-Primarsequenz nach dem Start Codon (ATG) von Ba- 
senpaar 12 0-106) erfolgt auf einem automatisierten Oligonukleo- 
tid-Synthesizer , der auf der Phosphoramidi t Methode basiert. Die 
Synthese wird in der 3 ' -5 ' -Orientierung der vorgegeben Nukleotid- 
sequenz durchgef iihrt und nach Beendigung der Synthese wird die 
Saule mit dem gebundenen Oligonukleotid zuerst mit 3 ml konzen- 
triertem NH 3 gewaschen. Der Vorgang wird mehrmals wiederholt, da- 
mit die Saule komplett mit NH 3 durchdrungen ist. Die Saule wird 
ca. 2 h bei RT mit NH 3 inkubiert (mehrmals gesptilt) und ab- 
schlieSend gewonnen. In einem Reaktionsgef aS wird die Losung gut 
verschlossen fur 16 h auf 55°C erhitzt. In einem Rotationsver- 
dampfer wird das NH 3 entfernt (3 0 )LLl Triethylamin werden zuge- 
setzt -urn eine Detritylierung zu verhindern) . 

Herstellung von Phosphorothioat-Olicronukleotiden mit dem Beau- 
cage-R eaqens : 

Die Sulfurierung wird mit 240 jlxI einer 0,05 M Losung von 3H-1,2- 
Benzodithiol-3-on-l, 1-Dioxid (Pharmacia, Sigma) direkt auf der 
Saule, noch vor dem Cappingschritt durchgef uhrt , wozu ein pas- 
sender Reaktionskolben mit einer Mischung von 12 ml Dichlordime- 
thylsilan und 200 ml Dichlormethan gefiillt wird, worauf nach 5 
min die Losung entfernt und der Kolben mit Methanol ausgespiilt 
wird. Der Kolben wird anschliefeend tiber Nacht bei 110°C getrock- 
net und in einem Exsiccator abgekiihlt. 0,5 g (2,5 mmol) des 
Beaucage ' s-Reagens werden in 50 ml trockenem Acetonitril gelost 
und in den Reaktionskolben gefiillt. Der Reaktionskolben wird an 
den Oligosynthesizer angeschlossen und tiber die Saule gepumpt 
(2x) . 



Analvtische reverse-Phase HPLC 
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(Saule: C-18 an Silika gebundene Phase mit spharischen Partikeln 
(5 |xm, 300 A PorengroEe) , zusatzlich Nucleosil 100-5 C-18, 100 mm 
x 4 mm) 

Das ungereinigte Oligonukleotid ( eingedampf tes Sediment) wird in 
300 ]Xl 0,1 M Triethylammoniumacetatpuf f er , pH 7, aufgenommen. 

Ein UV-Monitor wird auf 2 60 nm gesetzt und die FluSrate auf 1 
ml/min eingestellt. Es wird ein Puf f ergradient von 0 - 50% 1 von 
einem 0,1 M Triethylammoniumacetatpuf fer, pH 7, in 80 % Azetoni- 
tril uber 50 min gefahren. AnschlieSend wird derselbe Puffer in 5 
min von 50 - 100% gesteigert. Eine kleine Probeportion von 5 |Lll 
des ungereinigten Oligonukleotids (2-5% der Gesamtmenge) wird 
auf die Saule aufgetragen und die Absorption bei 2 60 nm aufge- 
zeichnet . 

Praparative reverse-Phase HPLC 

Es wird diesselbe Anordnung wie bei der Synthese eines CSF-1- 
spezifischen Oligonukleotids verwendet, nur wird die Gesamtmenge 
von 3 00 Jul Oligonukleotidlosung auf die Saule aufgetragen und die 
Absorption bei 2 60 nm verfolgt und die zentralen Teile der elu- 
ierten Peaks werden auf gesammelt , die vereinigten Proben werden 
im Rotationsverdampf er sedimentiert , 1 ml 8 0 % Essigsaure wird zu 
den eingetrockneten Proben gegeben und 1 h bei RT inkubiert und 
die Proben werden neuerlich im Rotationsverdampf er sedimentiert. 
Das Pellet wird in 1 ml H 2 0 dest./ster. gelost, 2 mal mit DMT -OH 
und 1 x mit Ethylazetat extrahiert. Die Proben werden im Rotati- 
onsverdampf er eingetrocknet und sedimentiert. Der Niederschlag 
wird in einem bestimmten Volumen H 2 0 dest./ster. gelost und die 
Extinktion bei 260 nm gemessen, um die Menge zu bestimmen (1: 100 
Verdiinnung, Berucksichtigung des sequenzabhangigen Extinktions- 
koef f izienten) . 

Verwendung von CSF-l-Antisense-Phosphorothioat-Oligonukleotiden 

Die herges tell ten CSF-l-Antisense-Phosphorothioat-modif izierten 
Oligonukleotide werden als wasserlosliche Reinsubstanz (HPLC ge- 
reinigt) und in PBS gelost auf verschiedenen Wegen appliziert. 
Untersucht wurden die systemische Gabe mittels intravenoser In- 



WO 01/30381 PCT/AT00/00281 

- 30 - 

jektion, die intraarterielle Gabe, wobei das zufuhrende organ- 
spezifische GefaS als Arterie der Wahl erachtet wird, um mog- 
lichst zielnah die Substanz verabreichen zu konnen. Abhangig von 
der Lokalisierung des Tumors, wurden andere Wege, z.B. topische 
oder intraperitoneale Gabe untersucht . Weiters konnen "Osmotic 
Mini Pumps" als Reservoirs dienen (v. a. bei Mausen als Versuchs- 
tiere) , in die das CSF-l-Antisense gefullt und durch subkutane 
oder intravenose Implantation verabreicht wird. Der Vorteil die- 
ser Methode liegt in der einfa.chen und verlasslichen Applikati- 
onsart. Weiters haben die Pumpen den Vorteil, dass sie einmal 
implantiert, bis zu 4 Wochen die Applikation von konstanten Raten 
garantieren. Die Dosis der zu verabreichenden CSF— 1— Antisense— 
Oligonukleotide liegt hiebei im Milligramm-Bereich . So wurden in 
einer antionkogenen Therapie an Mausen Dosen von 0,1-20 mg/kg 
K6rpergewicht/Tag eingesetzt. Ratten mit 200 - 350 g Korper- 
gewicht erhalten jeweils 100 |il Gaben intravenos in einer Konzen- 
tration von 0,1-1 jig/ml . Im Humansystem ist eine Dosierung 0,05 
mg/kg/ Stunde angebracht, da bei dieser Dosierung noch keine toxi- 
schen Effekte auf Grund der Verabreichung modif izierter Oligonu- 
kleotide alleine auftreten. CSF-l-Antisense-Oligonukleotid-Be- 
handlungs schemata sollten fur mindestens 2 Wochen kontinuierlich 
eingehalten werden. 
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Patentansp- ruche : 

1. Verwendung von Inhibitoren von CSF-l-Aktivitat zur Herstel- 
lung eines Arzneimittels zur Behandlung von Tumorerkrankungen . 

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass als 
Inhibitor der CSF-l-Aktivitat ein neutralisierender Antikorper 
gegen CSF-1 oder dessen Rezeptor eingesetzt wird. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dass als Inhibitor der CSF-l-Aktivitat eine Antisense-Nuklein- 
saure gegen CSF-1 oder dessen Rezeptor eingesetzt wird. 

4 . Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Arzneimittel zur Hemmung des Wachstums von 
soliden Tumoren hergestellt wird. 

5. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Arzneimittel zur Retardierung von malignen 
Tumor-Erkrankungen hergestellt wird 

6 . Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 5 , dadurch ge- 
kennzeichnet , dass als Inhibitor der CSF-l-Aktivitat eine gene- 
tisch veranderte Zelle eingesetzt wird, bei welcher die Aktivitat 
von CSF-1 oder dessen Rezeptors durch die genetische Veranderung, 
insbesondere durch Deletion von zumindest von Teilen des Gens fur 
CSF-1 oder dessen Rezeptor, inhibiert ist. 

7. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch ge- 
kennzeichnet, das das Arzneimittel zur intratumoralen Verabrei- 
chung formuliert ist. 

8. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Arzneimittel zur Behandlung von soliden 
Tumoren, ausgewahlt aus der Gruppe der germinalen Tumoren, epi- 
thelialen Tumoren und Adenokarzinomen, hergestellt wird. 



